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ABSTRACT
Papaya has high genetic variability because it is an open-pollinated plant and has genotype and phenotypeare that are easily changed due
to environment changes. Cryopreservation is a storing method of germplasm in liquid nitrogen (-196 °C) which can maintain the
genotype and phenotype of germplasm. The experiment aimed to obtain the best preculture, loading, and dehydration for
cryopreservation of papaya ‘Sukma’ in vitro shoots. For preculture, we planted shoots on MS media with 0.3 M and 0.4 M sucrose for 1,
2, and 3 days. In the loading treatment, we immersed shoots in loading solution (liquid MS+1.2M glycerol+0.4M sucrose) for 0, 10, 20,
and 30 minutes. For dehydration, we immersed shoots in cryoprotectant (PVS2 and its modification) for 5, 10, and 15 minutes. Then,
shoots were immersed in liquid nitrogen. The results showed thatshoots had the best survival rate while they had been precultured on
MS medium with 0.3 M sucrose for 3 days. The best loading treatment time was 20-30 minutes. The best dehydration treatment was
obtained by modification of PVS2 for 10 minutes. The shoots have not been able to recovery after cryopreservation, so it can be
concluded that cryopreservation of in vitro papaya ‘Sukma’ shoots has not been successful.

Keywords: liquid nitrogen, long-term storage, vitrification

ABSTRAK
Pepaya memiliki keragaman genetik yang tinggi karena merupakan tanaman yang menyerbuk terbuka serta memiliki genotipe dan
fenotipe yang mudah sekali berubah akibat perubahan lingkungan. Kriopreservasi merupakan metode penyimpanan plasma nutfah di
dalam nitrogen cair (-196 °C) yang dapat mempertahankan genotipe dan fenotipe plasma nutfah. Tujuan penelitian adalah
mendapatkan perlakuan prakultur, loading, dan dehidrasi terbaik untuk kriopreservasi tunas in vitro pepaya ‘Sukma’. Pada perlakuan
prakultur, tunas ditanam pada MS dengan sukrosa 0,3 M dan 0,4 M selama 1, 2, dan 3 hari. Pada perlakuan loading, tunas direndam
dalam larutan loading (MS + gliserol 1,2 M + sukrosa 0,4M) selama 0, 10, 20, dan 30 menit. Pada perlakuan dehidrasi, tunas
direndam dalam krioprotektan (PVS2 dan modifikasi PVS2) selama 5, 10, dan 15 menit. Tunas kemudian dimasukkan ke dalam nitrogen
cair. Hasil menunjukkan bahwa perlakuan prakultur terbaik adalah tunas yang ditanam pada media MS dengan sukrosa 0,3 M selama
3 hari. Lama perlakuan /oading terbaik yaitu 20-30 menit. Perlakuan dehidrasi terbaik yaitu perendaman tunas pada modifikasi
PVS2 selama 10 menit. Tunas belum mampu tumbuh kembali setelah kriopreservasi sehingga dapat disimpulkan bahwa kriopreservasi
tunas in vitro pepaya belum berhasil.

Kata Kkunci: nitrogen cair, penyimpanan jangka panjang, vitrifikasi

PENDAHULUAN

Pepaya merupakan salah satu buah tropis yang
banyak digemari oleh masyarakat Indonesia karena
memiliki kandungan gizi yang cukup banyak dan
harganya relatif murah (Nwofia et al., 2012).
Pepaya dapat tumbuh dimana saja sehingga dengan
berbagai varietas dapat ditemui di setiap daerah di
Indonesia (Hervani et al., 2016). Pepaya juga
merupakan tanaman menyerbuk terbuka sehingga
mudah sekali terjadi kawin silang yang
menyebabkan informasi genetiknya mudah berubah
(Al-Shara et al, 2018). Oleh karena itu,
penyimpanan pepaya dari berbagai varietas perlu

*Kontributor Utama

dilakukan agar informasi genetik dari varietas
tersebut dapat dipertahankan sebagai sumber gen
untuk pemuliaan pepaya di masa yang akan datang.
Salah satu metode penyimpanan yang dapat
digunakan adalah kriopreservasi. Kriopreservasi
adalah metode penyimpanan bahan tanaman di
dalam nitrogen cair (-196 °C) yang secara efisien
dapat menghentikan metabolisme sel dan secara
teori dapat menyimpan bahan tanaman dalam
waktu yang tidak terbatas, tanpa mengalami
perubahan informasi genetik (Pritchard et al. 2017).

Salah satu metode kriopreservasi yang saat ini
banyak digunakan adalah vitrifikasi (Wang et al.,
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2005). Vitrifikasi adalah proses transisi wujud air
dari fase cair menjadi fase amorphous atau kaca
untuk menghindari pembentukan kristal es selama
penyimpanan dalam nitrogen cair (Elliot et al.,
2017). Pada metode vitrifikasi, digunakan larutan
krioprotektan  untuk  menghindari terjadinya
kerusakan biologi akibat pembekuan. Larutan
krioprotektan merupakan laturan tinggi konsentrasi
yang dapat meracuni jaringan tanaman apabila lama
perendaman dan konsentrasi yang diberikan kurang
tepat (Elliot et al., 2017). Salah satu cara untuk
meningkatkan toleransi sel tanaman terhadap
krioprotektan ~adalah memberikan perlakuan
prakultur dan /oading pada bahan tanaman yang
digunakan. Prakultur biasanya dilakukan dengan
menanam bahan tanaman pada media dengan tinggi
sukrosa (0,3-0,4 M) selama 1-3 hari (Normah et
al., 2019). Perlakuan loading pada bahan tanaman
dilakukan dengan cara merendamnya pada larutan
loading selama 10-20 menit. Larutan loading yang
biasa digunakan adalah 2 M gliserol pada media
MS dengan kandungan sukrosa 0,4 M (Wang et al.,
2005).

Salah satu varietas pepaya yang memiliki sifat
unggul adalah Sukma (Sukabumi Manis).Varietas
ini merupakan varietas pepaya dengan buah ukuran
besar (lebih dari 1200 g) yang berasal dari seleksi
pohon induk pilihan yang telah dibudidayakan oleh
petani sejak lama di Desa Cibodas, Kecamatan
Parung Kuda, Sukabumi (Keputusan Menteri
Pertanian No. 509 Tahun 2009). Percobaan tentang
kriopreservasi pepaya ‘Sukma’ telah dilaporkan
oleh Hervani et al. (2018). Percobaan tersebut
menyatakan bahwa tunas pepaya ‘Sukma’ yang
direndam dalam krioprotektan PVS2 selama 10-40
menit, kemudian disimpan dalam nitrogen cair
memiliki daya bertahan hidup yang rendah yaitu
0,0-2,1% saja. Wang et al. (2005) telah melakukan
kriopreservasi tunas pepaya varietas lain dengan
hasil tunas tersebut mampu tumbuh kembali dengan
baik. Wang et al. (2005), melakukan kriopreservasi
dengan melakukan perlakuan /loading terlebih
dahulu dan menggunakan krioprotektan modifikasi
PVS2. Tunas berhasil membentuk tunas baru
setelah ditanam pada media regenerasi selama 7
hari. Keberhasilan protokol yang digunakan Wang
et al. (2005) ini diujikan pada tunas pepaya
‘Sukma’ agar memiliki daya bertahan hidup yang
tetap tinggi. Tahapan kriopreservasi yang dapat
diuyjikan adalah memberikan perlakuan prakultur
dan loading sebelum dehidrasi serta menggunakan
modifikasi PVS2 sebagai krioprotektan. Tujuan
dari percobaan ini adalah mendapatkan perlakuan
prakultur, perlakuan /Joading, dan perlakuan
dehidrasi terbaik untuk kriopreservasi tunas in vitro
pepaya ‘Sukma’.
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BAHAN DAN CARA KERJA
Tempat dan waktu

Percobaan dilaksanakan di Laboratorium Kultur
Jaringan Pusat Kajian Hortikultura Tropika
(PKHT) IPB pada bulan September—Desember
2018.

Bahan penelitian

Pepaya yang digunakan adalah pepaya‘Sukma’
yang merupakan varietas papaya homosigous
sempurna. Pepaya ‘Sukma’ telah dilepas pada
tahun 2009 dengan SK No. 509/Kpts/
SR.120/10/2009. Pepaya ‘Sukma’ langsung
dipanen dari pertanaman pepaya di kebun
percobaan IPB Pasir Kuda, Babakan Pasir Mas,
Ciomas, Bogor. Benih papaya diekstraksi secara
manual dan dikecambahkan pada media dasar padat
Murashige dan Skoog (MS) (1962) dengan sukrosa
30 g L', agar 6,5 g L', dan pH 5,8. Setelah 6-8
minggu, tunas diperbanyak pada media regenerasi
yaitu MS dengan BA 1,5 mg L™ dan NAA 0,5 mg
L. Botol kultur disimpan pada ruang kultur
dengan terang 16 jam dan gelap 8 jam, intensitas
cahaya 1000£100 lux dengan lampu fluoresens
putih dan suhu 22+2 °C.

Optimasi prakultur tunas pepaya ‘Sukma’

Tunas ditanam pada media MS padat dengan
penambahan konsentrasi sukrosa tinggi (0,3 M dan
0,4 M) dalam waktu tertentu (1-3 hari). Setelah
perlakuan prakultur, eksplan di pindah ke media
regenerasi. Botol kultur disimpan pada ruang kultur
dengan terang 16 jam dan gelap 8 jam, intensitas
cahaya 1000£100 lux dengan lampu fluoresens
putih, dan suhu 22+2 °C.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap faktorial. Faktor pertama
adalah konsentrasi sukrosa pada media MS dengan
dua taraf, yaitu 0,3 M dan 0,4 M. Faktor kedua
adalah lama prakultur dengan tiga taraf, yaitu 1, 2,
dan 3 hari. Jumlah perlakuan dalam percobaan
adalah 6 perlakuan dan diulang sebanyak 3 kali
sehingga terdapat 18 satuan percobaan. Setiap
satuan percobaan terdiri dari 3 botol kultur yang
berisi 5 eksplan per botol kultur. Variabel yang
diamati adalah persentase eksplan yang hidup,
persentase  eksplan yang mampu bertunas,
persentase eksplan berkalus, dan jumlah daun pada
tiap eksplan. Pengamatan dilakukan setiap minggu
sekali selama 4 minggu.

Optimasi lama perlakuan Loading tunas pepaya
‘Sukma’

Tunas  diprakultur  dengan  menerapkan
perlakuan prakultur yang terbaik berdasarkan
percobaan  sebelumnya.  Selanjutnya,  tunas
di-loading dengan larutan, yaitu MS cair dengan
penambahan gliserol 2 M dan sukrosa 0,4 M.
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Setelah itu, tunas direndam dalam larutan deload-
ing, yaitu MS cair dengan penambahan sukrosa 1,2
M selama 20 menit sebelum ditanam pada media
regenerasi. Botol kultur disimpan pada ruang kultur
dengan terang 16 jam dan gelap 8 jam, intensitas
cahaya 1000£100 lux dengan lampu fluoresens
putih, dan suhu 22+2 °C.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap satu faktor yaitu lama pe-
rendaman dalam larutan Joading dengan empat
taraf, yaitu 0 (kontrol), 10, 20, dan 30 menit. Perla-
kuan kontrol adalah eksplan yang diprakultur tanpa
direndam dalam larutan /loading dan langsung
ditanam pada media regenerasi. Setiap perlakuan
diulang 5 kali sehingga terdapat 20 satuan perco-
baan. Setiap satuan percobaan terdiri dari 3 botol
kultur yang berisi 5 eksplan per botol kultur. Varia-
bel yang diamati adalah persentase eksplan yang
hidup, jumlah tunas pada setiap eksplan, persentase
eksplan berkalus, dan jumlah daun pada tiap ek-
splan. Pengamatan dilakukan setiap minggu sekali
selama 4 minggu.

Dehidrasi dan Pembekuan Tunas Pepaya
‘Sukma’ dalam Nitrogen Cair

Eksplan diprakultur dan di-loading dengan-
menggunakan perlakuan terbaik berdasarkan perco-
baan sebelumnya. Setelah itu, diberikan perlakuan
dehidrasi dengan menggunakan 2 krioprotektan
pada lama perendaman yang berbeda. Eksplan
dibungkus aluminium foil dan dimasukkan kedalam
mikrotub ukuran 2 ml serta dimasukkan kedalam
nitrogen cair semalaman. Eksplan kemudian di-
thawing pada suhu 35 °C selama 1 menit (Roostika
et al. 2007) dan selanjutnya direndam dalam larutan
deloading selama 20 menit sebelum dipindahkan ke
media regenerasi. Botol kultur disimpan pada ruang
kultur dengan terang 16 jam dan gelap 8 jam, inten-
sitas cahaya 1000+100 lux dengan lampu fluo-
resens putih, dan suhu 22+2 °C.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah
rancangan acak lengkap faktorial. Faktor pertama
yaitu jenis krioprotektan dengan dua taraf yaitu,
PVS2 (30% gliserol, 15% etilenglikol, dan 15%
DMSO pada media MS dengan kandungan sukrosa
0,4 M) (Sakai et al. 1991) dan modifikasi PVS2
(3% [w/v] polietilenglikol, 0,02 M prolin, 20 % [v/
v] gliserol, 13,6% [v/v] etilenglikol, dan 10% [v/v]
DMSO pada media MS dengan kandungan sukrosa
0,4 M) (Wang et al. 2005). Faktor kedua yaitu lama
perendaman dalam krioprotektan dengan tiga taraf,
yaitu 5, 10, dan 15 menit (Roostika et al. 2007).
Jumlah perlakuan dalam percobaan ini adalah 6
perlakuan dan diulang 3 kali sehingga jumlah satu-
an percobaannya adalah 18. Setiap satuan perco-
baan terdiri dari 3 botol kultur yang berisi 4 eksplan
per botol kultur. Kontrol disiapkan dengan mem-
berikan eksplan perlakuan prakultur, loading, dan

dehidrasi yang sama tanpa disimpan dalam nitrogen
cair. Eksplan kemudian ditanam pada media regen-
erasi. Variabel yang diamati adalah persentase ek-
splan yang hidup, jumlah tunas pada setiap eksplan,
persentase eksplan erkalus, dan jumlah daun pada
tiap eksplan. Pengamatan dilakukan setiap minggu
sekali selama 4 minggu.

Analisis Data

Data yang diperoleh dalam setiap pengamatan
diolah dengan menggunakan program Microsoft
Excel 2016 dan di analisis keragamannya (ANOVA)
(0= 5%) dengan program Statistical Analysis Sofi-
ware (SAS) versi 9. Hasil ANOVA yang berbeda
nyata kemudian diuji lanjut Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT).

HASIL
Optimasi Perlakuan Prakultur Tunas Pepaya
‘Sukma’

Percobaan prakultur menunjukkan bahwa pada
minggu pertama, lama prakultur berpengaruh nyata
terhadap persentase eksplan berkalus dan jumlah
daun, sedangkan interaksi antara konsentrasi
sukrosa dan lama prakultur berpengaruh nyata
terhadap persentase eksplan berkalus saja. Pada
minggu kedua, faktor konsentrasi sukrosa
berpengaruh nyata terhadap persentase eksplan
bertunas, faktor lama prakultur berpengaruh nyata
terhadap persentase eksplan berkalus, dan interaksi
kedua faktor tersebut berpengaruh nyata terhadap
jumlah daun. Pada minggu ketiga, faktor lama
prakultur berpengaruh nyata terhadap persentase
eksplan berkalus. Pada minggu keempat, faktor
tunggal maupun interaksinya tidak berpengaruh
nyata terhadap semua variabel yang diamati (Tabel

1.
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Tabel 1. Rekapitulasi hasil sidik ragam perlakuan prakultur tunas pepaya ‘Sukma’ terhadap konsentrasi
sukrosa pada media MS dan lama prakultur (Recapitulation of analysis of variance for papaya
‘Sukma’ shoot preculture treatment on concentration of sucrose in MS media and preculture time).

Nilai P pada pengamatan minggu ke- (P-value at

Sumber Keragaman (Source of Variation)

observation week)

1

2 3 4

Eksplan yang hidup (/iving explant) (%)

Lama prakultur (preculture time) (L) -

Konsentrasi  sukrosa  (concentration  of ) ) ) )

sucrose) (K)

L*K - - - -
Eksplan bertunas (shooting explants) (%)

Lama prakultur (preculture time) (L) 0,13" 0,12" - -

Konsentrasi  sukrosa  (concentration  of 0.13" 0,02% ) )

sucrose) (K)

L*K 0,63" 0,08" - -
Eksplan berkalus (callusing explants) (%)

Lama prakultur (preculture time) (L) 0,00** 0,00** 0,01% 0,71™

Konsentrasi ~ sukrosa  (concentration  of 0, 69 0.2 4 0’25m 0,5 1t

sucrose) (K)

L*K 0,00%** 0,06 0,21" 0,47"

Jumlah daun (number of leaves) (helai/sheet)

Lama prakultur (preculture time) (L) 0,00%* 0,07" 0,67" 0,35"

Konsentrasi  sukrosa  (concentration  of 039" 025" 073" 090"

sucrose) (K)

L*K 0,11" 0,03* 0,05" 0,05"

Keterangan: * = sumber keragaman berpengaruh nyata pada o 5%, ** = sumber keragaman berpengaruh nyata
pada a 1%, tn = sumber keragaman tidak berpengaruh nyata pada a 1% dan 5%, - = tidak terdapat
keragaman pada variabel pengamatan (* = source of varian significantly effect on o 5%, ** =
source of varian significantly effect on a 1%, tn = source of variance did not significantly effect
on o. 1% and 5%, - = there was no variance in observed variable).

Interaksi antara lama prakultur dan konsentrasi
sukrosa tidak berpengaruh nyata terhadap semua
variabel yang diamati pada minggu keempat (Tabel
2). Terdapat kecenderungan bahwa semakin tinggi
taraf sukrosa, semakin tinggi pula daya tumbuh
kultur. Jaringan tunas pepaya ‘Sukma’ terbukti tol-
eran terhadap sukrosa dengan konsentrasi tinggi
karena memiliki daya hidup 100% pada semua per-
lakuan prakultur hingga pengamatan minggu keem-
pat. Eksplan mulai bertunas pada pengamatan
minggu pertama dan daun baru mulai muncul pada
pengamatan minggu kedua.
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Pada variable jumlah daun, perlakuan sukrosa
0,3 M selama 3 hari merupakan perlakuan terbaik
(Tabel 2). Hal ini tergambarkan pada hasil penga-
matan minggu kedua bahwa jumlah daun terbanyak
dan persentase eksplan berkalus terkecil adalah
eksplan dengan perlakuan sukrosa 0,3 M selama 3
hari. Meskipun pada minggu keempat, persentase
eksplan berkalus sama pada semua perlakuan, yaitu
100%. Dengan demikian, perlakuan sukrosa 0,3 M
selama 3 hari diterapkan pada tahap penelitian se-
lanjutnya.



Fitri Fatma Wardani et al. — Cryopreservation of In Vitro Papaya ‘Sukma’ Shoots with PVS2 and Its Modification

Tabel 2. Pertumbuhan tunas pepaya ‘Sukma’ pada minggu keempat setelah perlakuan prakultur dalam sukrosa
0,3 M dan 0.4 M selama 1, 2, dan 3 hari (Shoot of papaya ’Sukma’ growth on 4™ week after
preculture  treatment in 0.3 M and 0.4 M sucrose for 1, 2, and 3 days).

Lama prakultur (preculture time) (hari/days)
1 2 3

Eksplan yang hidup (/iving explants)(%)

Perlakuan (treatment)

Konsentrasi sukrosa (concentration of sucrose)

0,3M 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00
0,4 M 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00
Eksplan bertunas (shooting explants) (%)
Konsentrasi sukrosa (concentration of sucrose)
0,3M 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00
0,4 M 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00 100,0 + 0,00
Eksplan berkalus (callusing explants) (%)
Konsentrasi sukrosa (concentration of sucrose)
03 M 20,0 +20,0 17,8+ 16,8 33,3+23,1
0,4 M 26,7+ 11,6 133£11,5 13,3 +23,1
Jumlah daun (number of leaves) (helai/sheets)
Konsentrasi sukrosa (concentration of sucrose)
03 M 3,5+ 1,0 1,4+0,7° 4,9+ 25
0.4 M 33+ 147 3,6+ 13" 2,6 2,6

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda pada variabel yang sama adalah berbeda nyata pada uji DMRT taraf 5%.
(Numbers followed by different lettar on the same variable were significantly different at DMRT o 5%,).

Optimasi lama perlakuan Loading tunas pepaya
‘Sukma’ sebelum kriopreservasi

Hasil optimasi perlakuan loading menunjukkan
bahwa lama /loading berpengaruh nyata pada
minggu ketiga dan keempat terhadap jumlah tunas
dan jumlah daun eksplan (Tabel 3). Eksplan dapat

tumbuh 100% pada semua lama loading yang
divjikan (Tabel 4). Lama loading terbaik dalam
percobaan adalah 20-30 menit karena membentuk
tunas dan daun terbanyak. Oleh karena itu, lama
loading yang digunakan dalam percobaan
selanjutnya adalah 30 menit.

Tabel 3. Rekapitulasi hasil sidik ragam perlakuan loading tunas pepaya ‘Sukma’ pada pengamatan minggu
pertama sampai minggu keempat (Recapitulation of analysis of variance for papaya ‘Sukma’ shoot
loading treatment on 1" until 4" week observation)

Nilai P pada pengamatan minggu ke- (P-value at observation week)

Variabel amatan (variable of observation)

1 2 3 4
Eksplan yang hidup (living explant) (%) - - - -
Jumlah tunas (number of shoots) (buah/pieces) 0,67" 0,67" 0,02* 0,05"
Ekplan berkalus (callusing explant) (%) - 044" 061" 0,63"
Jumlah daun (number of leaves) (helai/sheets) 0,36" 0,19" 0,01* 0,01*

Keterangan: * = sumber keragaman berpengaruh nyata pada o 5%, **= sumber keragaman berpengaruh nyata pada a 1%, th= sumber
keragaman tidak berpengaruh nyata pada a 1% dan 5%, - = variabel pengamatan memiliki keragaman yang sama (* = source of varian
significantly effect on o. 5%, ** = source of varian significantly effect on o 1%, tn = source of variance did not significantly effect on a
1% and 5%, - = there was no variance in observed variable).
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Tabel 4. Pertumbuhan eksplan papaya ‘Sukma’ setelah perlakuan loading pada minggu keempat (Growth of
‘Sukma’ papaya explants after loading treatment in the fourth week)

Jumlah daun/eksplan

Lama. loaq’ing Eksplan yang hidup Jumlah tunas/eksplan (number of leaves/ Eksplan be}rkalus
(load_zng {zme) (living explant) (%) (number of s_hoots/ eksplan) (helai/ (callusznég
(menit/minutes) explant) (pieces) sheets) explant) (%)

0 100,0 £0,0 1,0£0,1° 3,8 +0,4° 68,0 £46,0

10 100,0 + 0,0 1,4+03% 4,3+0,7° 68,0 £ 46,0

20 100,0 0,0 1,6 = 0,4® 58+1,1% 100,0+ 0,0
30 100,0 +0,0 1,9+ 0,5° 6,3+ 0,8" 100,0+ 0,0

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda pada kolom yang sama adalah berbeda nyata pada uji DMRT taraf 5%.
(Numbers followed by different lettar on the same variable were significantly different at DMRT o 5%).

Dehidrasi dan pembekuan tunas
‘Sukma’ dalam nitrogen cair

Jenis krioprotektan, lama perendaman, dan
interaksinya berpengaruh nyata pada daya tumbuh
eksplan tanpa disimpan dalam nitrogen cair (Tabel
5). Hal ini menunjukkan bahwa dehidrasi dengan
perlakuan krioprotektan pada eksplan papaya
‘Sukma’ tidak membuat sel menjadi mati sebelum
disimpan dalam nitrogen cair. Perlakuan dehidrasi
terbaik adalah eksplan yang direndam dengan
modifikasi PVS2 selama 10 menit, karena tanpa

pepaya

disimpan dalam nitrogen cair, eksplan memiliki
daya hidup 100%, jumlah tunas dan jumlah daun
tertinggi (2,67 dan 7,67) (Tabel 6). Namun
demikian, eksplan dengan perlakuan tersebut tidak
mampu tumbuh kembali setelah disimpan dalam
nitrogen cair. Eksplan berubah warna menjadi putih
(Gambar 1.e.) setelah tiga hari ditanam pada media
regenerasi dan belum ditemukan tanda-tanda bahwa
eksplan mampu tumbuh kembalis etelah 8 minggu.
Hal serupa juga dialami oleh eksplan dengan
perlakuan dehidrasi lain.

Tabel 5. Rekapitulasi hasil sidik ragam perlakuan dehidrasi tunas pepaya ‘Sukma’ pada pengamatan minggu
pertama sampai minggu keempat sebelum disimpan dalam nitrogen cair. (Analysis of variance
recapitulation of or papaya ‘Sukma’ shoot dehydration treatment on observations from the first week
to the fourth week before stored in liquid nitrogen

Nilai P pada pengamatan minggu ke- (P-value at observation week)

Sumber keragaman (source of variation)

1 2 3 4
Eksplan yang hidup (living explant) (%)
Krioprotektan (cryoprotectant) (K) 0,06" 0,03* 0,03* 0,03*
Lama Perendaman (loading time) (L) 0,11" 0,26" 0,26" 0,33"
K*L 0,11" 0,26" 0,26™ 0,33™
Eksplan berkalus (callusing explant) (%)
Krioprotektan (cryoprotectant) (K) 0,00%** 0,00%* 0,00%* 0,00%*
Lama Perendaman (loading time) (L) 0,01* 031" 0,00%* 0,00%*
K*L 0,90" 0,17" 0,01* 0,04*
Jumlah tunas (number of shoots) (buah/pieces)
Krioprotektan (cryoprotectant) (K) 0,01%* 0,11" 0,10" 0,11"
Lama Perendaman (loading time) (L) 0,00%** 0,25" 0,15" 0,32
K*L 0,04* 0,58" 0,46" 0,69"
Jumlah daun (number of leaves) (helai/sheets)
Krioprotektan (cryoprotectant) (K) 0,14" 0,00%* 0,00%** 0,00%**
Lama Perendaman (loading time) (L) 0,00%** 0,00%** 0,02* 0,08"
K*L 0,05" 0,15" 0,16™ 0,21"

Keterangan: * = sumber keragaman berpengaruh nyata pada o 5%, **= sumber keragaman berpengaruh nyata pada a 1%, tn= sumber
keragaman tidak berpengaruh nyata pada o 1% dan 5% (* = source of varian significantly effect on o 5%, ** = source of varian
significantly effect on o 1%, tn = source of variance did not significantly effect on o 1% and 5%, - = there was no variance in observed
variable).
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Tabel 6. Pertumbuhan tunas pepaya ‘Sukma’ setelah dehidrasi, tanpa pembekuan dan dengan pembekuan
dalam nitrogen cair pada pengamatan minggu keempat (Growth of 'Sukma' papaya shoots afier
dehydration, without freezing and freezing in liquid nitrogen at the fourth week of observation)

Lama perendaman dalam krioprotektan (immersion time in cryoprotectant) (menit/

minutes)
Perlakuan (treatment) 5 10 15
N, +N, N, N, N, +N,
Eksplan yang hidup (living explant) (%)
Krioprotektan
(cryoprotectant)
PVS2 500£50,0°  ggs00° 75.0£250"  gpiggc L7144 000
?fn‘;‘gff‘llzft;;\’;zpysz) 100.0£0,0°  00+00°  100.0£00° 00£00°  100,0%00°  0,000°
Eksplan berkalus (callusing explant) (%)
Krioprotektan
(cryoprotectant)
PVS2 250£433%  oig0c  167£289°  gouigec 0.0£00°  0gLge
&%‘yff‘}zﬂ;ﬁ\;jﬁlfﬂ) 667 289"  0,0+0,0° 100,0+0,0° 0,0+00°  00+00°  0,0%0,0°
Jumlah tunas (number of shoots) (buah/pieces)
Krioprotektan
(cryoprotectant)
PVS2 0,8 +0,7° 0,0 +0,0° 1,3+04° 0,0 £ 0,0° 1.2+04" 0,0 +0,0°
?i%(yfflzlzz(ti;;\;js%lfsz) LAZ0A goso0  BPTFRY g0t MTEOAY p0s00r
Jumlah daun (number of leaves ) (helai/sheets)
Krioprotektan
(cryoprotectant)
PVS2 1311 gpxo0  24%£12°  gpx00° 26%05° (0100
z’[n‘;‘ygzﬁ.‘;‘;%ww) 40402°  00+£00° 77435  00+£00°  43+11°  00+00°

Keterangan: Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda pada setiap variabel dan tahapan yang sama adalah berbeda nyata pada uji
DMRT taraf5%, PVS2= plant vitrification solution-2, -N, = eksplan tidak disimpan dalam nitrogen cair, +N, = eksplan disimpan dalam
nitrogen cair. (Numbers  followed by different lettar on the same variable were significantly different at DMRT o. 5%, PVS2= plant vitri-
fication solution-2, -N, = explant did not store in liquid nitrogen, +N, = explant stored in liquid nitrogen.)

S

Gambar 1. Eksplan tunas pepaya ‘Sukma’, a) kontrol, b) 4 minggu setelah prakultur, c) 4 minggu setelah
perlakuan loading, d) 4 minggu setelah dehidrasi, dan d) 3 hari setelah disimpan dalam nitrogen
cair (Garis skala=5 mm) (Papaya ‘Sukma’ shoot explant, a) control, b) 4 weeks after preculture, c)
4 weeks after loading, d) 4 weeks after dehydration, e) 3 days after stored in the liquid nitrogen).
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PEMBAHASAN

Pemberian perlakuan prakultur dan loading
merupakan salah satu solusi agar sel dan jaringan
tanaman dapat beradaptasi dengan baik di setiap
tahapan kriopreservasi. Hasil percobaan
menunjukkan  bahwa  prakultur ~memberikan
pengaruh terhadap pertambahan jumlah daun pada
eksplan. Hal inimenunjukkan bahwa prakultur
dapat membuat selberadaptasi dengan krioprotektan
sehingga sel akan mampu bertahan pada saat proses
pembekuan dan pelelehan. Normah et al. (2019)
menyatakan pula bahwa tanaman tropika lebih
membutuhkan perlakuan yang dapat menginduksi
toleransi terhadap temperatur yang sangat rendah
karena memiliki lingkungan hidup yang cukup
hangat.

Feng et al. (2012) menyatakan bahwa prakultur
dengan menggunakan media yang diperkaya
sukrosa dengan konsentrasi tinggi menyebabkan
kandungan gula endogen pada eksplan menjadi
meningkat. Kandungan gula yang tinggi ini akan
berkorelasi positif terhadap daya tumbuh eksplan
setelah kriopreservasi. Falgado et al. (2014)
menyebutkan pula bahwa sukrosa merupakan
metabolit penting yang dibutuhkan pada berbagai
lintasan sel pada tanaman yang menyebabkan
tanaman memiliki adaptasi yang baik terhadap
dingin dan stress dehidrasi. Hal ini juga sesuai
dengan hasil dalam percobaan yang menunjukkan
bahwa persentase eksplan bertunas dan jumlah
daun semakin banyak seiring dengan lama
prakultur (Tabel 2).

Selain  prakultur, perlakuan loading juga
merupakan salah satu perlakuan yang dibutuhkan
sel dan jaringan sebelum kriopreservasi. Hasil pada
percobaan ini juga memperlihatkan bahwa loading
memberikan pengaruh yang baik terhadap
pertumbuhan eksplan. Tsai et al. (2009)
melaporkan bahwa dayahidup tunas pucuk pepaya
yang diberikan perlakuan loading memiliki daya
hidup kembali 90% setelah kriopreservasi. Kim et
al. (2009) menyatakan pula bahwa larutan loading
di dalam sel memiliki peranan sebagai penetral
stress osmotik dan menginduksi adaptasi sel dan
jaringan selama proses dehidrasi dan pembekuan
dalam nitrogen cair. Hal yang sama juga disam-
paikan oleh Roostika ef al. (2007) bahwa perlakuan
loading dapat meningkatkan osmo toleransi
jaringan sehingga dapat beradaptasi pada larutan
dengan  konsentrasi  yang lebih  tinggi
(krioprotektan). Loading dapat meningkatkan
fleksibilitas membrane sel dan menyebabkan proses
dehidrasi berjalan perlahan sehingga sel tidak
pecah.

Eksplan tidak mampu tumbuh setelah kriopres-
ervasi diduga akibat sel eksplan kurang terdehidrasi
oleh krioprotektan sehingga masih ada air di dalam
sel yang menyebabkan terbentuknya kristal es, baik
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intra seluler maupun ekstraseluler (Berjak dan
Pammenter, 2014). Kristal es ini dapat merusak sel
sehingga menyebabkan kematian sel. Kerusakan sel
di akibatkan oleh daya mekanis kristal es yang terus
tumbuh, gaya adhesi kristal es terhadap membran,
serta interaksi elektrik yang disebabkan oleh
perbedaan solubilitas ion pada fase es dan cair,
formasi gelembung wudara intra seluler, luka
kimiawi yang berhubungan peroksidase lipid, dan
perubahan pH (Kaczmarczyk et al., 2012).
Krioprotektan yang bekerja optimal akan
memelihara keutuhan membrane sel dengan cara
bereaksi dengan ikatan hidrogen pada air sehingga
meningkatkan viskositas selseiring turunnya suhu
penyimpanan.  Viskositas sel ini  akan
mempengaruhi pergerakan dan pertumbuhan kristal
es di dalam sel (Elliot ef al., 2017).

Pembekuan cepat dan thawing adalah tahap
paling kritis pada percobaan ini. Eksplan memutih
setelah ditumbuhkan pada media regenerasi akibat
proses vitrifikasi atau proses pendinginan sangat
cepat di dalam nitrogen cair. Vitrifikasi adalah
proses perubahan fase transisi air dari bentuk
cairmenjadi bentuk non kristalin atau amorf,
tembuspandang (glassy) karena elevasi ekstrim dari
larutan yang viskos selama pendinginan (Elliot et
al., 2017). Pada saat thawing, terjadi kontraksi
osmotic yang dapat menyebabkan terbentuknya
membrane sel baru sebagai upayape mulihan sel.
Proses terbentuknya membrane sel ini irreversible
sehingga menyebabkan sel menjadi lisis, karena
bahan membran yang baru tidak mampu
memfalisitasi proses deplasmolisis (Kaczmarczyk
etal., 2012).

Selain itu, berdasarkan hasil dari percobaan,
diduga bahwa PVS2 bersifat lebih toksik
dibandingkan modifikasi PVS2 karena PVS2
memiliki kandungan gliserol dan DMSO yang lebih
tinggi dibandingkan modifikasi PVS2. Gliserol dan
DMSO adalah  krioprotektan  yang  dapat
mempenetrasi sel dan berinteraksi dengan ujung
polar dari fosfolipid pada membrane sel sehingga
membrane sel menjadi lebih stabil saat disimpan
dalam nitrogen cair (Elliot et al., 2017). Akan
tetapi, gliserol dan DMSO dapat bersifat toksik bila
diberikan dengan konsentrasi yang tinggi. Hal ini
sesuai dengan penelitian, Cho et al. (2002) bahwa
embrio Citrusmadurensis yang didehidrasi dengan
krioprotektan yang mengandung 30% gliserol dan
15% DMSO memiliki daya tumbuh yang lebih
rendah dibandingkan dengan krioprotektan yang
mengandung 15% gliserol dan 7,5% DMSO.
Markovic et al. (2013) melaporkan pula bahwa
tunas apical Vitis vinifera L. yang didehidrasi
dengan PVS3 (konsentrasi gliserol 50%) tidak
mampu tumbuh kembali, sedangkan yang di-
dehidrasi dengan PVS2 (konsentrasi gliserol 30%)
mampu tumbuh kembali dengan persentase 40%.
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Pada modifikasi PVS2, selain konsentrasi
gliserol dan DMSO yang lebih rendah, kandungan
asam amino berupa prolin membuat modifikasi
PVS2 kurang toksik dibandingkan dengan PVS2.
Prolin sebagai krioprotektan berfungsi dalam
menjaga integrasi sel. Selain itu, prolin juga
digunakan sebagai sumber nitrogen dan karbon,
osmolit yang kompatibel, bufer pH sitosolik,
pengikat reactive oxygen species (ROS), membantu
menyeimbangkan status redoks seluler, molecular
chaperone, membantu menstabilkan  struktur
protein, merupakan bagian dari siklus sinyal
transduksi sel tanaman yang mengindikasikan
adanya stres, dan meningkatkan respon sadaptif
tanaman terhadap lingkungan (Burritt, 2012).

Hasil percobaan lain menyatakan bahwa tunas
pepaya mampu tumbuh kembali setelah kriopres-
ervasi. Azimi et al. (2005) telah melakukan krio-
preservasi tunas pucuk pepaya ‘Queensland’
dengan merendamnya pada 100% PVS2 selama 20
menit pada suhu 0°C kemudian disimpan dalam
nitrogen cair. Tunas tersebut mampu tumbuh kem-
bali sebesar 70%. Kriopreservasi dengan eksplan
tunas pucuk juga telah dilakukan oleh Silva (2014).
Silva (2014) menggunakan 2 varietas pepaya yaitu
Rainbow dan Sunrise Solo dan menggunakan bahan
material berupa eksplan kalus kompak (hard cal-
lus), kalus embrio genik, dan jaringan daun.
Metode kriopreservasi yang digunakan adalah en-
capsulation dehydration. Hasil menunjukkan bah-
wa kriopreservasi berhasil dilakukan karena ek-
splan dapat beregenerasi kembali pada media yang
optimal serta dapat diaklimatisasi.

Kriopreservasi tunas pepaya ‘Sukma’ belum
berhasil dilakukan dengan penambahan tahapan
prakultur, /loading dan penggunaan modifikasi
PVS2 sebagai krioprotektan. Meskipun begitu, kri-
opreservasi pepaya ‘Sukma’ masih harus tetap dil-
akukan dengan modifikasi protokol yang berbeda
dari sebelumnya. Menurut Normah et al. (2019)
setiap jenis tanaman dengan genotipe yang berbeda
memiliki tahapan kriopreservasi spesifik yang ber-
beda dengan genotipe lainnya. Selain itu,
penggunaan eksplan berupa jaringan meristem juga
dapat memberikan tingkat pertumbuhan yang baik
setelah kriopreservasi (Dhekney et al., 2016).
Jaringan meristem terdiri dari sel-sel yang memiliki
sitoplasma rapat, vakuola kecil, dan kestabilan ge-
netik yang tinggi bila diperbanyak secara klonal
sehingga memiliki daya tahan hidup yang lebih
baik pada saat dikriopreservasi (Normah et al.,
2019). Normah et al. (2019) menyebutkan pula
bahwa umur dan ukuran eksplan sangat ber-
pengaruh terhadap tingkat keberhasilan kriopres-
ervasi. Eksplan tunas yang memiliki vigor yang
bagus adalah tunas in vitro yang berumur 2-8
minggu dari subkultur. Ukuran eksplan merupakan
salah satu faktor penting dalam kriopreservasi

karena berpengaruh terhadap kemampuan tumbuh
pasca kriopreservasi. Ukuran eksplan yang baik
adalah berkisar antara 0,5-3 mm (Normah et al.,
2019).

KESIMPULAN

Perlakuan prakultur terbaik adalah mengkultur-
kan eksplan pada media MS dengan konsentrasi
sukrosa 0,3 M selama 3 hari. Lama loading terbaik
adalah perendaman dalam larutan /loading (MS cair
+ sukrosa 1,2 M) selama 20-30 menit. Kriopro-
tektan dengan dehidrasi terbaik adalah modifikasi
PVS2 selama 10 menit. Kriopreservasi pepaya
‘Sukma’ belum berhasil karena eksplan tidak
mampu tumbuh setelah disimpan dalam nitrogen
cair. Percobaan ini merupakan salah satu tahap
awal kriopreservasi pepaya ‘Sukma’ sehingga hasil
-hasilnya dapat menjadi informasi yang penting
dalam percobaan selanjutnya.
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